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Abstract
誗AIM: To identify the changes in microRNA (miRNA)
profile of human lens epithelium (HLE) induced by H2O2
and the role of miRNA in oxidative stress induced
apoptosis.
誗 METHODS: HLE cell line HLE - B3 was treated by
100滋mol/ L H2O2 for 24h and the total RNA were isolated
by Trizol reagent. miRNA profile was generated by
miRCURY
TM LNA microRNA Array. The target genes of
differentially expressed miRNAs were predicted by
bioinformatics software.
誗RESULTS:Twenty-eight miRNAs showed significantly
differential expression after H2 O2 treatment, 18 miRNAs
upregulated and 10 miRNAs downregulated. The
differentially expressed miRNAs may involve in apoptosis
of lens epithetium and development of cataract through
targeting BCL2L2 and MIP.
誗CONCLUSION: H2 O2 can induce dramatically changes
in miRNA profile of HLE, which may play a pivotal role in
the pathogenesis and development of cataract.
誗 KEYWORDS: microRNA; cataract; lens
epithelium; apoptosis
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摘要
目的:观察 H2O2处理对晶状体上皮细胞 HLE-B3miRNA
表达谱的影响,初步明确 miRNA 在氧化损伤诱导晶状体
细胞凋亡中的作用及机制。
方法:100滋mol/ L H2O2处理 HLE-B3 24h 后,收集细胞用
Trizol 法提取总 RNA。 使用芯片检测 miRNA 的表达,并
且 qRT-PCR 对芯片结果进行验证。 运用生物信息学方
法预测差异 miRNA 调控的靶基因。
结果:HLE-B3 细胞经 H2O2处理后,28 个 miRNA 表达发
生明显变化(18 个上调,10 个下调)。 差异 miRNA 可能
通过调控 BCL2L2 和 MIP 的表达,参与了晶状体细胞凋
亡,进而导致了白内障的发生发展。
结论:氧 化 损 伤 能 够 明 显 改 变 晶 状 体 上 皮 细 胞 的
miRNA 表达谱,此变化可能在白内障的发生发展中起
调节作用。
关键词:微小 RNA;白内障;晶状体上皮细胞;细胞凋亡
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0 引言
摇 摇 晶状体上皮细胞凋亡是除先天性白内障以外所有类
型白内障形成的细胞学基础,深入研究晶状体上皮细胞
的凋亡机制对白内障的综合防治具有重要意义
[ 1 ]。 微
小 RNA(microRNA,miRNA)是长度小于 22 个碱基的小
分子单链 RNA,能够在转录后水平对基因表达进行调控。
目前已有研究显示 miRNA 参与了白内障的发生和发展,
但其具体作用尚不明确
[2-5]。 为此本研究通过观察人晶
状体上皮细胞在过氧化氢(H2O2)作用前后 miRNA 表达
谱的变化,寻找差异 miRNA 并进行生物信息学分析,为
更加全面深入地研究白内障发生的分子机制提供新的
思路。
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1.1 材料摇 人永生化 HLEC 系-B3(HLE-B3)购自美国
ATCC;TRIzol 试剂、反转录试剂购自美国 Invitrogen 公司;
miRNA 芯片购自丹麦 Exiqon 公司;MicroRNA Stem-loop
引物及反转录试剂、TaqMan誖 miRNAassay 试剂购自美国
ABI 公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养摇 HLE-B3 生长于 DMEM 高糖培养基,
添加 20%FBS,100U/ mL 青霉素,100mg/ mL 链霉素,培养
于 37益,5%CO2培养箱。
1.2.2 microRNA 芯片分析摇 使用 100滋mol/ L H2O2处理
HLE-B3 24h 后,收集细胞用 Trizol 法提取总 RNA。 选用
针对 miRBase 16. 0 含有 1891 个捕获探针的 miRCURY
TM
LNA 芯片(版本 16. 0,内含 4 个平行对照),标记和杂交
均按 miRCURY
TM LNA microRNA Array 标记和芯片试剂
盒说明进行。 处理组以 Hy5
TM荧光染料标记,未处理组以
Hy3
TM荧光染料标记。 芯片杂交后使用 Axon 4000 扫描仪
532nm 和 635nm 两种波长扫描,提取 Hy3 和 Hy5 荧光信
号的强度,GenePix 4.0 软件计算每个基因点在本次实验
中的表达差异值,差异 miRNA 筛选标准为 Ratio逸2 为上
调,Ratio臆0. 5 为下调。
1.2.3 qRT-PCR 验证摇 根据芯片分析结果,将差异表达
较明显的 microRNA 进一步行 RT-PCR 验证。 提取总
RNA 后使用 MicroRNA Stem-loop 引物反转录为 cDNA,
使用 TaqMan 誖 miRNAassay 试剂及 ABI 7500 real time
PCR 仪检测,循环条件:95益 5min,40 个循环 95益 10s,
59益 10s。 U6 RNA 作为内参,2
-吟吟CT 方法计算其的相对
表达量,与芯片结果进行对比。
1.2.4 miRNA 靶基因预测
[6]摇 分别将差异 miRNA 名称
代入以下三种程序:TargetScan(http:/ / www. targetscan.
org), PicTar ( http:/ / pictar. bio. nyu. edu/ ) 和 miRBase
Targets(http:/ / microrna. sanger. ac. uk),以靶基因 mRNA
3‘UTR 区 seed region 预测可能调控的基因。
摇 摇 统计学分析:统计软件采用 SPSS Statistics 19,使用
独立样本 t 检验进行统计学检验,显著性检验水准为 P<
0. 05。
2 结果
2.1 氧化应激诱发的 miRNA 表达谱差异摇 在芯片所包
含的 1425 个已知 miRNA 中,共有 311 个表达于 HLE-B3
细胞,其中 28 个 miRNA 在 H2O2处理前后表达发生明显
变化(18 个上调,10 个下调,表 1)。
2.2 芯片结果验证摇 通过 TaqMan誖 microRNA Real-Time
PCR 检测发现,与未处理组相比,H2O2处理后 HLE-B3 细
胞的 hsa-miR-133b 表达明显升高(P<0. 05),hsa-miR-
423-3p 的表达明显降低(P<0. 05),见图 1。
2.3 miRNA 靶基因预测摇 软件预测结果显示,表达明显
上调的 hsa-miR-133b、hsa-miR-106a 和 hsa-miR-24-1*
的靶基因均有抗凋亡蛋白 BCL2L2。
3 讨论
摇 摇 氧化应激是白内障发生的主要原因之一,且多数白
内障患者前房内的过氧化氢(H2O2)含量明显升高
[7]。
表 1摇 HLE-B3 细胞氧化应激相关 miRNA
上调 下调
名称 比值 名称 比值
hsa-miR-133b 6. 8982036 hsa-miR-3621 0.2598915
hsa-miR-3613-3p 5. 9326456 hsa-miR-1275 0.2857057
hsv1-miR-H4
* 5. 1261815 hsa-miR-1973 0.3209949
hsa-miR-3647-3p 4. 3443278 hsa-miR-365
* 0.3875903
hsa-miR-767-5p 4. 1563211 hsa-miR-640 0.3922497
hsa-miR-24-1
* 4.108078 hsa-miR-423-3p 0.4060497
hsa-miR-4292 3. 4370058 hsa-miR-937 0.4344394
hsa-miR-30c 3. 4037279 hsa-miR-492 0.4565742
hsa-miR-1915 2. 9938877 hsa-miR-296-5p 0.4687762
hsa-miR-101 2. 8311813 hsa-miR-124
* 0.4988983
hsa-miR-106a 2. 8196303
hsa-let-7f-1
* 2. 8094154
hsa-miRPlus-I874
* 2. 7930119
hsa-miR-4258 2. 6170318
hsa-miR-130a 2. 5399964
hsa-miR-491-3p 2.157869
hsv1-miR-H8
* 2. 0251584
hsa-miR-3182 2. 0051091
注:miRNA
*是指与相应 miRNA 编码互补的 miRNA,hsa-miR-365
*是
指 pre-miRNA 加工过程中产生的 RNA 双链中间体,其中一条产生成熟
的 hsa-miR-365,与之互补链产生的即为 hsa-miR-365
*。
图 1摇 过氧化氢处理前后 miRNA 的表达变化。
图 2摇 靶基因预测。
H2O2对晶状体上皮细胞增殖的影响具有剂量依赖性,低
浓度的 H2 O2 刺激可促进晶状体上皮细胞增殖,且以
10nmol/ L 刺激增生效应最显著。 而高浓度(100滋mol/ L
以上)的 H2O2可以导致细胞毒性,引起细胞死亡,为此本
研究选用这一浓度进行实验。
摇 摇 miRNA 涉及多种重要的生物学过程,涉及发育时间
和模式、造血系统分化、细胞增殖与凋亡、器官发育、肿瘤
发生和其它疾病等
[8-10]。 目前认为 miRNA 可能在生物
体所有的生理和病理过程中都起有重要的调控作用。
miRNA 表达模式的位相性和时序性的研究能够为明确
miRNA 的特定功能提供线索。 本研究的结果显示氧化
损伤在引起晶状体上皮细胞死亡的过程中,使细胞
miRNA 表达谱发生了明显变化,表明 miRNA 可能在晶状
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胞实验与现有临床研究结果有较好的一致性,如本研究
中 hsa-miR-767-5p 的表达明显升高,在人晶状体混浊
时,与透明晶状体相比 hsa-miR-767-5p 亦明显升高
[5]。
摇 摇 生物信息学为 miRNA 的靶基因预测提供了很好的
方法,相应的软件可以通过在蛋白编码基因 3蒺 端的非翻
译区内寻找 miRNA 可以作用的靶位点来预测受 miRNA
调控的靶基因。 通过软件分析发现,多个上调的 miRNA
均可能调控 BCL2L2 的表达。 因此通过上调控特定
miRNA 表达,抑制抗凋亡蛋白表达,进而诱导细胞凋亡
可能是氧化损伤引起晶状体上皮细胞死亡的机制之一。
此外,在本实验和临床研究中均呈现上调的 hsa-miR-
767-5p,其预测出的靶基因中包括 MIP,而 MIP 主要表达
于晶状体内并且对维持晶状体正常功能具有重要作用,
因此 hsa-miR-767-5p 调节 MIP 可能也是白内障发病的
重要机制之一。
摇 摇 虽然缺乏对通过生物信息学分析得出的 miRNA 调
控靶基因的直接实验证据,但结合相关实验结果,筛选出
的差异 miRNA 能够为进一步研究提供新的思路。 通过
对本实验中预测的靶基因和未知 miRNA 的鉴定和功能
研究将有利于我们对白内障进行更加深入的研究,寻找
新的治疗靶点。
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